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<g) Verfahren zur Erzeugung von a-Glycerophosphatoxidase 

Es wird ein microbiologisches Verfahren zur Erzeugung von 
a-Glycerophosphatoxidase angegeben, bel dam die Enzynv 
ausbeute dadurch erhebllch gestelgert wird. dafl ein a-Glyce- 
rophosphatoxidase-produzierender Mlcroorganismus des 
Genus Pediococcus, Streptococcus, Lactobacillus i Oder Leu- 
conostoc in einem Nahrmedium gezQchtet wird, das mlnde- 
stens eine Verbindung, bestehend aus Ascorbinsaure, einer a- 
Ketosaure der Formal 

o 

R-C-COOH 

worin R den Rest CH 3 (CH,) m -. HOOC(CH^- Oder 
CH,(OH)CH(OH)CH(OH)CH- und m eine ganze Zahl von 1 
bis 3 sowie n eine ganze Zahl von 0 bis 2 bedeuten Oder 
deren Salz " enthalt. und aus der erhaltenen KuUurtruhe 
' a-Glycerophosphatoxldase isollert wird. (•« 1 ^ 
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Verfahren zur Erzeugung von a-Glycerophosphatoxidase 



Patentansprtiche 

1. Verfahren 2ur Erzeugung von a-Glycerophosphatoxidase, 

durch gekennzeichnet , daB man einen a-Glvcerophosphatoxida- 
se-produzierenden Microorganismus des Genus. Pediococcus, 
Streptococcus, Lactobacillus oder Leuconostoc in einem Nahr- 
medium zuchtet, das mindestens eine Verbindung bestehend aus 
Ascorbinsaure, einer c^etosaure der Formel 

0 

R-C-COOH 

worin R den Rest CH 3 ( CH 2 ) in " ' HOOC(CH 2 ) n ~ oder CH 2 (OH) CH (OH) - 
CH(OH)CH-und m eine ganze Zahl von 1 bis 3 sowie n eine gan- 
ze Zahl von 0 bis 2 bedeuten, oder deren Salz enthalt, und 
aus der erhaltenen Kulturbriihe a-Glycerophosphatoxidase iso- 



liert . 



Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet f 
daB man als a-Ketosaure a-Ketobuttersaure, a-Ketovalerian- 
saure , ct-Ketocapronsaure , a-Ketomalonsaure , Oxalessig- 
saure, a-Ketoglutarsaure oder a-Ketogluconsaure ein- 
setzt. 

Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, 
daB man als Salz dieser Saure das Natriumsalz, Kalium- 
salz oder Kalziumsalz einsetzt. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB man die aus Ascorbinsaure, der a-Ketosaure oder 
deren Salz bestehende Verbindung in einer Menge von 

1 bis 10 g/1 Nahrmedium einsetzt. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB man die aus Ascorbinsaure , der a-Ketosaure oder 
deren Salz bestehende Verbindung in einer Menge von 

2 bis 5 g/1 Nahrmedium einsetzt. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB man als Microorganismus Pediococcus acidilactici 
(FERM BP-21 1 } , Pediococcus cerevisiae (FERM BP-213), 
Pediococcus pentosaceus (FERM BP-21 5), Pediococcus 
parvulus (FERM PB-214), Pediococcus homari (FERM BP- 
212), Pediococcus urinae-equi (IFO 12173, ATCC 29722), 
Streptococcus faecalis(IFO 3971), Streptococcus 
faecium (IFO 12256, ATCC 14432), Lactobacillus leich- 
mannii (ATCC 4797, DSM 20076) oder Lactobacillus 
fermentum (ATCC 9338, DSM 20391) einsetzt. 



j 1 4 k 1 1 y 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft das in den Patentanspruchen ange- 
gebene Verfahren, das sich zur Erzeugung von a-Glycero- 
phosphatoxidase als sehr leistungsf ahig erv/eist. 

Es ist bekannt, daB a-Glycerophosphatoxidase (im fc * -re: ' 
abgekurzt als a-GPO) durch Microorganismen erzeugt v,irc, 
die zum Genus Streptococcus (Archives of Biochemistry 
and Biophysics, Vol. 88, 250, 1960), zum Genus Lacto- 
bacillus (Journal of Biological Chemistry, Vol. 234, 
2794, 1959), Leuconostoc mesenteroides , Pediococcus 
cerevisiae ( JP-Patentverof f entlichung Nr. 72892/1978) 
und zum Genus Aerococcus (JP-Patentverof f entlichung 
15 15746/1980) gehoren. 

a-GPO eignet sich bekanntlich zur quantitativen Analyse 
von L-a-Glycerophosphat in Serum oder anderen Proben, 
von Glycerin durch Kombination mit Glycerinkinase , und 
von Triglycerid durch gekoppelte Reaktion mit Lipoprotein- 
lipase und Glycerinkinase, so daB a-GPO besondere Beach- 
tung findet als Reagens fur Forschung und klinische 
Diagnose. 
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Urn das bestehende Bedurfnis nach a-GPO zu befriedJ.gen, 
wurden intensive Untersuchungen durchgef uhrt , mit dem 
Ziele, a-GPO in industriellem MaBstabe und billig zu 
gewinnen. und es wurde nun gefunden, daB die Erzeugung 
von a-GPO wesentlich verbessert werden kann durch Zuch- 
tung eines a-GPO-produzierenden Microorganismus des 
Stammes Pediococcus, Streptococcus, Lactobacillus oder 
Leuconostoc in einem Nahrmedium, das mindestens eine 
Verbindung bestehend aus z.B. Ascorbinsaure , Oxalessig- 
saure, a-Ketobuttersaure, oc-Ketovaleriansaure , a-Ketogly- 
consaure, a-Ketoglutarsaure oderderen Salze enthalt. 



4 

1 

Zur Durchfuhrung des erf indungsgemaBen Verfahrens wird 
somit der a-GPO-produzierende Microorganismus in einem 
Nahrmedium kultiviert, dem eine der in Anspruch 1 ange- 

5 

gebenen a-Ketosauren , Ascorbinsaure oder deren Salze 
zugesetzt ist und die gesuchte a-Glycerophosphatoxidase 
wird aus der erhaltenen Kulturbriihe isoliert. 
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Erf indungsgemaB kann durch Zusatz von z.B. Ascorbinsau- 
re, a-Ketoglutarsaure, oder deren Salz zura Nahrmedium 
die Erzeugbarkeit von a-GPO wesentlich gesteigert werden 
im Vergleich zu Herstellungsverf ahren, wo keine derartige 
Saure oder deren Salz zugegeben wird. 

Geeignete erf indungsgemaB verwendbare Stamme sind z.B. 
a-Glycerophosphatoxidase-produzierende Microorganismen , 
die zum Genus Pediococcus gehttren, z.B. -Pediococcus 
acidilactici , Pediococcus cerevisiae, Pediococcus homari, 
Pediococcus parvulus , Pediococcus pentosaceus, Pedio- 
coccus urinae-equi und dergleichen. Verwendbar sind 
f erner a-Glycerophosphatoxidase-produziernde Microorga- 
nismen/ die zum Genus Streptococcus gehoren, z.B. 
Streptococcus faecalis, Streptococcus salvarius , 
Streptococcus cremoris, Streptococcus faecium und der- 
gleichen und solche, die zum Genus Lactobacillus gehoren, 
z.B. Lactobacillus planterum, Lactobacillus delbrueckii, 
lactobacillus fermentum, Lactobacillus pentoaceticus , 
Lactobacillus lactis, Lactobacillus buchneri , Lacto- 
bacillus leichmannii und dergleichen, sowie solche, die 
zum Genus Leuconostoc gehoren, z.B. Leuconostoc mesen- 
teroides oder dergleichen. 

Spezielle Beispiele fur erf indungsgemaB verwendbare 
Stamme sind Pediococcus acidilactici (FERM BP-211), 
Pediococcus cerevisiae (FERM BP-213), Pediococcus pento- 
saceus (FERM BP-215), Pediococcus parvulus (FERM BP-214), 



equi (IFO 12173, ATCC 29722), Streptococcus faecalis 
(IFO 3971), Streptococcus faecium (IFO 12256, ATCC 14432) 
Lactobacillus leichmannii (IFO 3073, ATCC 4797, DSM 20Q?r 
Lactobacillus fermentum (IFO 3071 , ATCC 9338, DSM 20 
und dergleichen, die als solche bekannt und von de:, «n 
sprechenden Hinterlegungsstellen von der Offentlichke.it 
leicht erhaltlich sind, z.B. von FERM oder FRI (Fermen- 
tation Research Institute, Ibaragi , jTaparO_ oder IFO 
' Clnstitute- 6f 'Fefme"ritation', _ 0^ : • " - 

Zur Zuchtung der angegebenen Microorganismen in einem 
Kulturmedium wird nach dem erf indungsgemafien Verfahren 
mindestens eine Verbindung, bestehend aus Ascorbinsaure , 
a-Ketosaure der in Anspruch angegebenen Formel (z.B. 
a-Ketobuttersaure, a-Ketovaleriansaure , a-Ketocapronsau- 
re, a-Ketomalonsaure, Oxalessigsaure , a-Ketoglutarsau- 
re oder a-Ketogluconsaure) oder deren Salzen zum Nahrme- 
dium zugegeben, urn die Produktivitat des angestrebten 
Enzyms zu erhohen. 

Als Salz dieser SSuren eignen sich z.B. die Alkalimetall- 
salze,wie das Natriumsalz, Kaliumsalz und dergleichen, 
und die Erdalkalimetallsalze, wie Kalziuinsalz una der- 
gleichen. 

Beim erfindungsgemSB verwendeten Nahrmedium kann es sich 
um eiri beliebiges bekanntes Kulturmedium handeln, wie 
es iiblicherweise zur Kultivierung dieser Spezien von 
Microorganismen Verwendung findet, wobei lediglich die 
angegebene spezielle Saure oder deren Salz zum Nahrme- 
dium zugesetzt wird. Ein derartiges Kulturmedium ent- 
halt in der Regel einegeeignete Kohlenstoff quelle , Stick - 
stoff quelle, anorganische Salze und einen organischen 
Wachstumsfaktor. Als Kohlenstoff quelle sind Glycerin, 
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Glucose, Fruktose, Lactose, Saccharose, Wein- oder 
Likorraelasse und dergleichen verwendbar. Als Stick- 
stoff quelle werden organische Stickstof fquellen ,wie 
Pepton, Hefeextrakt, Fleischextrakt , Maisquellwasser 
und dergleichen bevorzugt. Als anorganische Salze 
sind solche von Metallen wie Kalium, Natrium, Mangan, 
Magnesium, Zink, Eisen und dergleichen, sowie Salze von 
Schwef elsaure , Phosphorsaure , Salzsaure, Salpeter- 
saure und dergleichen verwendbar. Als brganischer Wachs- 
tumsfaktor sind Hefeextrakt und Maisquellwasser beson- 
ders geeignet. 



Die erf indungsgemaB verwendete Menge an Ascorbinsaure , 

1 5 

a-Ketosauren oder deren Salze betragt 1 bis 10 g, vor- 
zugsweise 2 bis 5 g pro 1 Kulturmedium . Vorzugsweise wird 
der pH-Wert des Kulturmediums etwa neutral gehalten und 
die aerobe Kultivierung , z.B, unter Beliiftung erfolgtes 
Ruhren,wird bei 25 bis 30°C wahrend 10 bis 30 h durch- 

20 

gefuhrt,um a-GPO in der Zelle anzureichern • Zur Extrak- 
tion und Isolierung von a-GPO aus der auf diese Weise 
erhaltenen Zelle wird diese nach einer der iiblichen be- 
kannten Methoden, z,B, mechanische Zerkleinerung t Ultra- 
schallbehandlung, Autolyse oder Lysozymbehandlung oder 

25 

durch eine geeignete Kombination dieser Methoden behan- . 
delt zur Erzielung einer zellfreien Enzymlosung, worauf 
die erhaltene Losung nach iiblichen bekannten Methoden, 
z.B. Aussalzen mit Ammoniumsulf at , Ausf alien mit einem 
LSsungsmittel wie Aceton, Alkohol oder derqleichen, be- 

30 

handelt wird zur Erzielung eines Enzympraparats , Um 
hoher gereinigte Enzympraparate zu erhalten, erweist sich 
die Anwendung von Ionenaustauschchromatographie oder 
Molekularsiebmethoden als empf ehlenswert . 

35 

Die Bestimmung der Enzymaktivitat einer nach dem erfin- 
dungsgemaBen Verfahren erhaltenen a-GPO sowie deren Ei- 
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genschaften werden im folgenden anhand eines typischen 
Beispiels an der aus Pediococcus pentosaceus (FERM PB- 
215) erhaltenen a-GPO (gereinigtes Enzym mit 34,2 Ein- 
heiten/mg, erhalten nach dem unten angegebenen Beispiel 
2) erlautert. 
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A. Bestimmung der Enzymaktivitat 



Die Enzymaktivitat kann bestimmt werden, indem man 
a-GPO auf D,L-a-Glycerophosphat einwirken laBt und 
das gebildete Wasserstof fperoxid bestimmt. Das heifit, 

15 die Enzymaktivitat von a-GPO wird erhalten durch Zer- 
setzung des gebildeten Wasserstof fperoxids mit Peroxi- 
dase (POD) in Gegenwart von o-Aminophenol, wobei das 
o-Aminophenol quantitativ oxidiert und die dabei ge- 
bildete Farbverbindung bei 480 nm k olorimetrisch ge- 

2Q messen wird. Die Zusanunensetzung der enzymatischen 

Reaktionslosung und die Reaktionsbedingungen sind wie 
folgt: 

(1) Zusanunensetzung der Reaktionslosung: 

25 0,45MwaBrige D,L-a-Glycero- 

phosphatlosung (pH 7,0) ^ 0 ml 

0,45m K-phosphat-Pufferlosung 
' (pH 7,0) [enthaltend 0,125 % (G/V) 

30 Triton X-100 als grenzf lachen- 

aktives Mittel 1 , 0 ml 



35 



waBrige P0D-L6sung (15 Purpuro- 
gallin-Einheiten/ml) 



1 ,0 ml 
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0,001M waBrige o-Aminophenol- 

hydrochloridlosung 1 ,0 ml 

Enzymlosung (0,004 bis 0,015 

Einheiten/ml) 0 , 5 ml 

( 2 ) Reaktionsbedingungen : 

Die Reaktion wird bei 37°C wahrend 10 min durchge- 
fuhrt und danach durch Zugabe von 0,5 ml 4N-Salz- 
saure abgestoppt. Die gebildete Farbverbindung wird 
bei 480 nm kolorimetrisch bestimmt. 

( 3 ) Enzymaktivitat : 

1 Einheit des Enzyms ist definiert durch die Menge 
des Enzyms, welche 1 iiMol Wasserstof f peroxid in 1 min 
unter den oben angegebenen Reaktionsbedingungen bil- 
det . 



B. Wirkung 

Das erf indungsgemaB erhaltene Enzym oxidiert in ganz spe- 
zifischer Weise L-a-Glycerophosphat unter Katalysierung 
der Reaktion, bei der Dihydroxyacetonphosphat und Wasser- 
stof f peroxid gebildet werden. 

C. • Enzymeigenschaf ten 

(1) Optimaler pH-Wert und pH-Stabilitat : 

Der optimale pH-Wert des erf indungsgemaB erhaltenen 
Enzyms wurde mit einer Tris-Salzsaure-Puf f erlosung 
(pH 7,0 bis 9,5) und einer K 2 C0 3 -NaHC0 3 -Puf f erlosung 
(pH 9,0 bis 10,5) getestet und zu 8,0 bis 8,5 bestimmt. 



I z a 
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Der pH-Bereich, in welchem das erf indungsgemaB er- 
haltene Enzym stabil bleibt, liegt bei 6,5 bis 8,5 
bei einer 20 h langen Behandlung bei 25°C unter fol- 
genden Bedingungen: pH 5,0 bis 7,0, 0,1M-Dlmethyl- 
glutarsaure-NaOH-Puff erlosung; pH 7,0 bis 8,8, 0,1K- 
K-phosphat-Puff erlosung; pH 8,8 bis 10,0, K CO - 
NaHC0 3 -Puf f erlosung . 



(2) Optiraale Temperatur: 



Die optimale Temperatur des erf indungsgemaB erhal- 
tenen Enzyms liegt bei etwa 35 bis 4 0°C unter den 
unten angegebenen Bedingungen fiir die Bestimmung der 
15 Enzymaktivitat i 

(3) pH-Wert und Temperaturstabilitat : 

Wenn das erf indungsgemaB erhaltene Enzym 15 min lang 
in einer 0,1M Dimethylglutarsaure-NaOH-Puf f erlosung 
(pH 7,0) behandelt wird, ist es bis zu 40°C stabil 
und behalt 30 % seiner Aktivitat sogar bei 50°C bei, 
es wird jedoch bei 55°C vollstandig inaktiviert. 



Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung, wobei 
sich Prozentangaben auf das Gewicht beziehen. 



Beispiel 1 

Zu einer Nahrmedium-StammlSsung mit einem Gehalt an 
0,8 % Polypepton, 0,6 % Hefeextrakt, 1,0 % Glycerin, 
1,5 % K 2 HP0 4 , 0,5 % KH 2 P0 4 , 0,05 % MgS0 4 -7H 2 0, 0,005 % 
FeS0 4 -7H 2 0, 0,003 % MnCl 2 • 4H 2 0, 0,002 % NaCl, 0,0002 % 
CaCl 2 '2H 2 0 und 0,0001 % ZnSO^f^O wurden jeweils 0,4 % 
der in Tabelle 1 aufgef uhrten , die a-GPO- Produktion 
fordernden Substanzen zugesetzt und nach Einstellung des 
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pH-Werts auf 7,2 wurde jedes NShrmedium in 500-ml-Saka- 
guchi-Kolben in einer Menge von 50 ml pro Kolben einge- 
bracht und bei 120°C 15 rain lang sterilisiert . Nach dem 
Abkiihlen wurde das Kulturmedium mit Hilfe einer Platin- 
ose mit den in Tabelle 1 angegebenen, zum Genus Pediococcus 
gehorende Mi croorganismen belitpft, die zuvor ausgesetzt waren, ei^er 
stab-Kultivierung bei 30 'C wahrend 24 h in einem Milch- 
saure-Bakterien-Vorratskulturrnedium (Nissui Seiyaku Co.), 
und anschlieBend einer Schiittelkultivierung (135 Ruttelun- 
gen pro min) bei 30°C wahrend 20 h unterworfen. Nach der 
Kultivierung wurden 5,0 ml der Kulturbruhe als Proben 
aus jedem Kolben entnommen und bei 10000 upm 10 min lang 
zentrifugiert zur Abtrennung der Zellen. Die erhaltenen 
Zellen wurden erneut suspendiert in 1 0 ml einer 0,1M- 
Kaliumphosphat-Pufferlosung (pH 7,0), die 0,005M-EDTA 
enthielt, worauf durch Ultraschallbehandlung zerkleinert 
wurde zur Solubilisierung des Enzyms . Die erhaltenen Zell- 
trummer wurden durch Zentrif ugieren entfernt und die 
gewonnene iiberstehende Flussigkeit wurde auf enzymatische 
Aktivitat analysiert. Die Aktivitat der erhaltenen a-GPO 
ist in Tabelle 1 aufgefiihrt. Aus Tabelle 1 ergibt sich 
vollig eindeutig, daB die Erzeugung von a-GPO wesentlich 
gesteigert wird durch die Zugabe von Oxalessigsaure , 
25 a-Keto buttersaure, a-Ketovaleriansaure , a-Ketogluconsaure 
oder a-Ketoglutarsaure. 
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Beispiel 2 



Zu dem in Beispiel 1 angegebenen Stamm- oder Standard- 
kulturmedium wurden 0,4 % a-Ketoglutarsaure und 0,04 % 
eines handelsiiblichen Antischaummittels (ADEKANOL LG-126 
der Asahi Denka Co..) zugegeben und der pH-Wert wurde auf 
7,2 eingestellt. 15 1 des auf diese Weise erhaltenen 
Nahrmediums wurden in einen 30 1-Schiittelf ermenter ein- 
gebracht und durch Dampf bei 121°C wahrend 15 min steri- 
lisiert. Das Nahrmedium wurde sodann aseptisch mit 150 ml 
einer Kulturbriihe von Pediococcus pentosaceus (FERM BP- 
215), die zuvor durch Schiittelkultivierung bei 30°C wah- 
rend 1 5 h in einem 2 1-Sakaguchi-Kolben unter Verwendung 
von 350 ml des Nahrmediums der gleichen Zusammensetzung 
wie oben angegeben erhalten worden war, inokuliert, wo- 
rauf bei 30°C wahrend 10 h unter Beliiftung (14 1/min) 
und unter Riihren (160 upm) kultiviert wurde. Nach Be- 
endigung der Kultivierung wurden 14 1 der Kulturbriihe 
(8400 Einheiten) mit Hilfe einer kontinuierlichen Zentri- 
fuge behandelt, um die Zellen zu sammeln. Die gewonnenen 
Zellen wurden in 1 1 einer 0 , 05M-Kaliumphosphat-Puf f er- 
losung (pH 7,0) suspendiert. 

Die erhaltene Suspension wurde in einer Muhle mit Glas- 
kugeln behandelt, um die Zellen zu zerkleinern. Nach der 
Zerkleinerung- wurde eine Suspension von 2 1 unter Verwen- 
dung einer 0 , 05M-Kaliumphosphat-Puf f erlosung (pH 7,0), 
hergestellt und die Zellenbruchstiicke wurden durch Zentri- 
fugieren abgetrennt. Zu der erhaltenen iiberstehenden 
Fliissigkeit wurde zunachst Ammoniumsulf at bis zu 40%iger 
Sattigung zugesetzt und der unlosliche Anteil wurde als 
Niederschlag durch Zentrifugation entfernt. Danach wurde 
der erhaltene Fliissigkeitsiiberstand weiter mit Ammonium- 
sulfat bis zu einer Endkonzentration von 65 % Sattigung 
versetzt unter Isolierung von a-GPO als Niederschlag. Die 
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prozentuelle Aktivitat, die in Form des Niederschlags 
isoliert wurde, betrug 80 % und die spezifische Akti- 
5 vitat erhohte sich um das etwa 8-fache, wie entsprechen- 
de Untersuchungen zeigten. 

Der erhaltene Niederschlag wurde in 200 ml einer 0,C.-.M- 
Kaliumphosphat-Puf ferlosung (pH 7,0) gelost und die er~ 

10 haltene Losung wurde entsalzt, indem sie durch eine Saulv- 
(1,5 1-Kapazitat) , die mit Sephadex G-25 (Handelsprodukt 
der Pharmacia Co.) gepackt und zuvor mit 0 , 05M-Kalium- 
phosphat-Puf ferlosung ins Gleichgewicht gesetzt worden 
war, geschickt wurde, wobei die aktiven Fraktionen ge- 

15 sammelt wurden. Die auf diese Weise erhaltene salzfreie 
Enzymlosung wurde durch eine DEAE-Sepharose {Handels- 
produkt der Pharmacia CoJ-Saule (100 ml Kapazitat) , die 
zuvor mit einer 0 , OSM-Kaliumphosphat-Puf ferlosung (pH 7,0) 
ins Gleichgewicht gesetzt worden war, geschickt, um 

20 a-GPO daran zu adsorbieren. Nach dem Waschen der Saule 
mit der gleichen Pufferlosung wurde die a-GPO eluiert 
mit einem Strom von Natriumchloridlosung, deren Konzen- 
tration graduell anstieg und die hergestellt war durch 
Vermischen von 300 ml der angegebenen Pufferlosung und 

25 300 ml der gleichen Pufferlosung, die 0,5M Natriumchlorid 
enthielt unter Bildung des Konzentrationsgradienten an 
Natriumchlorid. Die eluierten aktiven Fraktionen von 
a-GPO wurden vereinigt, ausgesalzen mit einer 70%igen 
Ammoniums ulf atsattigung und danach durch ein Molekular- 

30 sieb in Form einer Sephadex G-150 (Handelsprodukt der 

Pharmacia Co.)-Saule 7 die mit einer 0 ,0 2M-Kaliumphosphat- 
Puf ferlosung (pH 7,5) ins Gleichgewicht gesetzt worden 
war, geschickt. Die schlieBlich erhaltene Losung, bei 
der es sich um a-GPO-Fraktionen handelte, die eine 

35 Molekularsieb-Sephadex G-150-Saule passiert hatten, wur- 
de sodann lyophilisiert , wobei 73 mg eines a-GPO-Prapa- 
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rats erhalten wurden. Die spezifische Aktivitat dieses 
5 Produktes betrug 34,2 E/mg und die Ausbeute an Produkt 
aus dem Extrakt betrug 37,2 %. 

Beispiel 3 

10 

Die in Beispiel 2 beschriebene Verf ahrensweise wurde 
wiederholt unter Verwendung der Stanune Pediococcus 
acidilactici FERM BP-211, Pediococcus cerevisiae FERM 
BP-213, Pediococcus parvulus FERM BP-214, Pediococcus 
15 homari FERM BP-212, Pediococcus urinae-equi IFO 12173. 

Durch Kultivierung und Reinigung in der angegebenen Wei- 
se wurde lyophilisierte a-GPO reit der in folgender Tabelle 
2 angegebenen spezifischen Aktivitat erhalten. 

20 Tabelle 2 

Spezifische lyophilisierte 
Stamm Aktivitat (Einh,/mg) Produkt (mg) 

Pediococcus acidilactici 
25 -PERM' BP- 211 

Pediococcus cerevisiae 

FERM BP- 213 
Pediococcus parvulus 
30 P2RM BP- 214 

Pediococcus homari 
FERM BP- 212 

Pediococcus urinae-eoui 
IFO 12173 



24.3 



65 



22.1 



24-. 0 



72 
68 



32.0 



71 



18.2 



58 
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Vergleichsbeispiel 1 
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In gleicher Weise wie in Beispiel 1 warden die in der Tabelle 
angegebenen Microorganismen des Genus Pediococcus in eiue: 
Nahrmedium kultiviert, das Brenztraubensaure enthiel'. ur:' 
die erhaltene a-GPO wurde gesammelt. Die Aktivitat der er 
haltenen a-GPO ist in der folgenden Tabelle 3 aufgefiihrf.. 



Tabelle 3 




a -GPO-Produktion - 
fordemde 
^Substanz 

1 5 Staram 



Pediococcus acidilactici 



FIRM BP- 211 



Enzyroaktivitat 
(Einh./ml Kulturbruhe) 

Brenztraubensaure 



0.10 



20 



Pediococcus cerevisiae 
PERM BP- 213 



0J1 



25 



Pediococcus nentosaceus 
FSRM BP- 215 

Pediococcus parvulus 
FSRM BP- 214 



0.20 



0.15 



30 



Pediococcus homari 
FERM BP- 212 

Pediococcus urinae-eoui 
IF0 12175 



0.29 



0.10 



35 
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Beispiel 4 

5 

Zu einera Stamm-Kulturmedium mit einem Gehalt an 0/8 % 
Polypepton, 0,6 % Hef eextrakt , 1,0 % Glycerin, 1,5 % 
K 2 HP0 4 , 0,5 % KH 2 P0 4 , 0,05 % MgS0 4 -7H 2 0, 0,005 % FeS0 4 " 
7H 2 0, 0,003 % MnCl 2 '4H 2 0, 0,002 % NaCl, 0,0002 % CaCl^ 
10 2H 2° und °/° 001 * ZnS0 4 -7H 2 0 wurden jeweils 0,3 % 

Ascorbinsaure , Natriumsalz derselben und Kaliumsalz der- 
selben zugesetzt und nach der Einstellung des pH-Werts auf 
7,2 wurde jedes Kulturmedium in 35 ml-Proberohrchen in 
einer Menge von 7 ml/R6hrchen eingebracht und bei 120°C 
15 15 min lang sterilisiert . Nac^dem Kuhlen wurde das Nahr- 

medium mit Hilfe einer Platinose mit den in Tabelle 4 auf- 
gefiihrten Microorganismen des Genus Pediococcus, die zuvor 
einer stab-Kultivierung bei 30°C wahrend 24 h in einem 
Milchsaure-Bakterien-Stammkulturmedium (Nissui Seiyaku Co.) 
20 unterworfen worden waren, angeimpft, worauf eine Schuttel- 
kultivierung (360 Riittelungen pro min) bei 30°C wahrend 
20 h durchgefiihrt wurde, Nach der Kultivierung wurden 
5,0 ml der Kulturbruhe als Proben aus jedem Testrohr- 
chen entnommen und bei 10000 Upm 10 min lang zentrifu- 
25 giert, urn die Zellen zu sammeln. Die erhaltenen Zellen 
wurden erneut suspendiert in 10 ml einer 0,1M-Kalium- 
phosphat-Puf ferlosung (pH 7,0), die 0,005 m EDTA ent- 
hielten, worauf durch Ultraschallbehandlung zerkleinert 
wurde, urn das Enzym zu solubilisieren. Die zerkleinerten 
30 Zellruckstande wurden durch Zentrif ugieren entfernt und 
die erhaltene iiberstehende Fliissigkeit wurde zur Messung 
der enzymatischen Aktivitat verwendet. Die Aktivitat von 
a-GPO ist in der folgenden Tabelle 4 angegeben. Wie sich 
aus Tabelle 4 klar ergibt, wird die Erzeugung von a-GPO 
35 durch die Zugabe von Ascorbinsciure erheblich gesteigert. 



Staitm 



*0 Pediococcus 

acidilactici 



PERM BP- 211 



3244129 
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Tabelle 4 



Enzymaktivitat (Einh./ml Kulturbruhe) 



Vergleich 
(keine Zu- 
gabe) 



0.052 



Ascorbin- 
saure 



0.38 



Natrium- 
ascorbat 



0.36 



Kaliva- 
ascorbat 



0.40 



15 



Pediococcus 
cerevisiae 
PERM BP- 213 



0.060 



0.36 



0.35 



0.39 



20 



Pediococcus 

pentosaceus 0.153 
FSRM BP- 215 

Pediococcus 

parvulus 0.068 
FERM BP- 214- 



0.70 



0.37 



0.-72 



0.40 



0.68 



0.40 



25 Pediococcus homari 
PERM BP- 212 



0.112 



0.58 



0.56 



0.60 



Pediococcus 
urinae-eoui 

30 IPO 12173 



0.044 



0.29 



0.28 



0.30 



35 
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Beispiel 5 

Zu dem in Beispiel 4 angegebenen Stamm-Kulturmedium 
wurden 0,3 % Natriumascorbat und 0,04 % handelsiibliches 
Antischaummttel (ADEKANOL LG-126 der Asahi Denka Co.) 
zugegeben und der pH-Wert wurde auf 7,2 eingestellt. 
15 1 des auf diese Weise erhaltenen Nahrmediums wurden 
in einen 30 1-Schuttelf ermenter eingebracht und durch 
Dampf bei 121°C 15 min lang sterilisiert . Das Medium 
wurde sodann aseptisch mit 150 ml einer Kulturbruhe 
von Pediococcus pentosaceus FERM BP-215, die zuvor durch 
Schuttelkultivierung bei 30°C wahrend 1 5 h in einem 
2 1-Sakaguchi-Kolben unter Verwendung von 350 ml Nahr- 
losung der gleichen Zusammensetzung wie oben angegeben 
erhalten worden war, inokuliert. Daran schloB sich 
eine Kultivierung bei 30°C wahrend 15 h Unter Beliiftung 
(14 1/min) und unter Rtihren (160 Upm) an, Nach Beendigung 
der Kultivierung wurden 14 1 der Kulturbruhe (9300 Ein- 
heiten) durch kontinuierliche Zentrif ugation behandelt, 
urn die Zellen zu sammeln. Die gewonnenen Zellen wurden 
suspendiert in 1 1 einer 0 , 05M-Kaliumphosphat-Puf f er- 
losung (pH 7,0). 

Die erhaltene Suspension wurde in einer Miihle mit Glas- 
kugeln behandelt, um die Zellen zu zerkleinern. Nach dem 
Zerkleinern wurde die Suspension auf 21 gebracht mit 
einer 0 , 05M-Kaliumphosphat-Puf f erlosung (pH 7,0) und 
die Zellbruchstiicke wurden durch Zentrifugieren ent- 
fernt. Zu der erhaltenen iiberstehenden Fliissigkeit wur- 
de zunachst Ammoniumsulf at bis zu 40%iger Sattigung zu- 
gesetzt und der unlSsliche Anteil wurde als Niederschlag 
durch Zentrif ugation entfernt. Danach wurde der erhaltene 
FLussigkeitsiiberstand weiter mit Ammoniumsulf at versetzt 
bis zu einer Endkonzentration von 65 % Sattigung, wodurch 
a-GPO als Niederschlag gewonnen wurde. Die prozentuelle 
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Aktivitat, die als Niederschlag isoliert wurde, betrug 
etwa 83 % und die spezifische Aktivitat hatte sich urn 
das etwa 8-fache erhoht, wie entsprechende Untersuchun- 
gen zeigten. 

Der erhaltene Niederschlag wurde in 200 ml einer 0,0^1- 
Kaliumphosphat-Pufferlosung (pH 7,0) gelost und die eriwl- 
tene Losung wurde entsalzt durch Durchleiten durch eine 
Saule (1,5 1 Kapazitat), die mit Sephadex G-25 gepackt 
und zuvor mit einer 0 ,05M-Kaliumphosphat-Puf ferlosung 
ins Gleichgewicht gesetzt worden war, wobei aktive 
Fraktionen gesammelt wurden. Die auf diese Weise erhal- 
tene salzfreie Enzymlosung wurde durch eine DEAE-Sepha- 
rose-Saule (100 ml Kapazitat), die zuvor mit einer' 
0,05M-Kaliumphosphat-Puf ferlosung ( P H 7,0) ins Gleich- 
gewicht gesetzt worden war, geschickt, urn a-GPO zu adsor- 
bieren. Nach dem Waschen der Saule mit der gleichen Puf- 
ferlosung wurde a-GPO eluiert mit einem Strom von 
Natriumchloridlosung, deren Konzentration graduell an- 
stieg und die gewonnen war durch Vermischen von 300 ml 
der gleichen Pufferlosung und 300 ml der gleichen Puffer- 
losung, die 0 , 5M-Natriumchlorid enthielt, unter Bildung 
des Konzentrationsgradienten an Natriumchlorid. Die elu- 
ierten aktiven Fraktionen von a-GPO wurden vereinigt, 
durch 70%ige SSttigung mit Ammoniumsulf at ausgesalzen 
und durch eine Molekularsieb-Sephadex G-150-Saule, die 
mit einer 0 , 02M-Kaliumphosphat-Puf f erlSsung (pH 7,5) ins 
Gleichgewicht gesetzt worden war, geschickt. Die schlieB- 
lich erhaltene Losung, d.h. a-GPO-Fraktionen, die eine 
Molekularsieb-Sephadex G-150-Saule passiert hatten, 
wurde sodann lyophiiisiert , wobei 109,8 mg a-GPO-Prapa- 
rat erhalten wurden. Die spezifische Aktivitat des Pro- 
duces betrug 32,6 Einheiten/mg und die Ausbeite des Pro- 
duktes aus dem Extrakt betrug 38,5 %. 



Beispiel 6 



Unter Verwendung der Stamme Pediococcus acidilactici 
FERM BP-211, Pediococcus cerevisia_e FERM BP-213, 
Pediococcus parvulus FERM BP-214, Pediococcus homari 
FERM BP-212 und Pediococcus urinae-equi IFO 1217 3 wurde 
die Kultivierung und Reinigung in gleicher Weise wie in 
Beispiel 5 beschrieben durchgef iihrt , wobei lyophilisierte 
a-GPO mit der in der folgenden Tabelle angegebenen spezi- 
fischen Aktivitat erhalten wurde. 



Tabelle 5 



Starora 



Pediococcus acidilactici 
FERK BP- 211 

Pediococcus cerevisiae 
FERM BP- 213 

Pediococcus parvulus 
FERM BP- 214 

Pediococcus homari 
FERM 3P-212 



Spezifische ' lyophilisiertes 

Aktivitat (Einh. Aug) Produkt (mq) 



25-1 ' 67 



23.2 74 



23-6 65 



34.8 73 



Pediococcus urinae 
IFO 12173 



-eoui 



20.5 



60 



21 



Beispiel 7 
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Die Kultivierung' wurde in gleicher Weise wie in Beispiel 
4 durchgefuhrt, jedoch mit der Ausnahme , daB die in Ta- 
belle 6 aufgefuhrten Stamme anstelle der in Tabellc 
angegebenen eingesetzt wur.den. Die Extraktion aus den 
erhaltenen Zellen wurde ebenfalls wie in Beispiel 4 
durchgefuhrt. Die Enzymaktivitat wurde gemessen und die 
erhaltenen Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 6 
auf gef uhrt. 
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Tabelle 6 



20 



Stamm 



Streptococcus 
f aecalis 
IFO 3971 

25 Streptococcus 
f aecium 
IPO 12256 



Enzymaktivitat (Einh./ml Kulturbruhe) 



Vergleich Ascorbin- Natrium- Kalium- 
ZU " SMUre ^scorbat ascorbat 

gabs) 



0.018 



0.051 



0.20 



0.50 



0.21 



0.54 



0.23 



0.52 



Lactobacillus 
30 leichmannii 
DSK- 20076 



0.005 



0.06 



0.08 



0.08 



35 



Lactobacillus 
f ernentu m 
ds:-: 20391 



0.002 



0.03 



0.05 



0.05 
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